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LIQUID SCINTILLATION COUNTING OF LIVING FIRST INSTAR 
LARVAE OF TETRAGONEU RIA CYNOSURA (SAY) LABELED WITH 32p 
TO FOLLOW FOOD UPTAKE AND EXCRETION. A method for labeling 
newly hatched odonate larvae with the isotope 32p via a food chain (detritus - 
bacteria - Paramaecium - larva) is decribed. Utilizing the Cerenkov effect in 
water, living odonate larvae can be counted repeatedly in a liquid scintillation 
counter, making it possible to follow rate of food uptake and excretion. 


EINLEITUNG 

Nahrungsaufnahme und Beute Präferenz von Libeilen-Erstlarven werden zwar 
in der Literatur beschrieben, es gibt jedoch verhältnismässig wenige speziell da¬ 
rauf ausgerichtete Experimentaluntersuchungen, Frisch geschlüpfte Larven 
ernähren sich noch einige Tage lang durch die im Mitteldarm verbliebenen Reste 
des Eidotters, werden aber danach zu Räubern, die jedes erbeutbare Tier pas¬ 
sender Grösse verzehren (CORBET, 1963). TILLYARD (1917) bemerkt, dass 
Larven Protozoen verzehren und mit Paramaecium oder anderen Infusorien ge¬ 
füttert werden können. WALKER (1953) führt Ciliaten und Rotatorien als 
Nahrung von Erstlarven an und verweist auf die Verwendung von Paramaecium- 
Kulturen sowie einer Euglena-Species. KORMONDY (1959) fütterte junge Lar¬ 
ven von Tetragoneuria mit Plankton und Protozoen, macht aber keine genaueren 
Artangaben. 
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Im Rahmen von Untersuchungen über Räuber-Beute-Beziehungen frisch ge¬ 
schlüpfter Odonaten-Larven (TENNESSEN, unpubl.) wurde neben der aufwen¬ 
digen Direktbeobachtung eine andere Methode zur Erfassung von Nahrungsauf¬ 
nahme und Ausscheidung benötigt. Zweck der vorliegenden Studie war es, hier¬ 
für eine Radioisotopen-Methode einzusetzen. 

Aufnahme, Akkumulation und Ausscheidung verschiedener Radioisotope 
durch aquatische Insektenlarven, darunter Odonaten, wurden verschiedentlich 
im Zusammenhang mit Fragen der Gewässerpollution durch radioaktive Sub¬ 
stanzen untersucht. Wir verweisen u.a. auf die Arbeiten von GETSOVA & 
VOLKOVA (1961, 1962, 1964), VOLKOVA (1963a, b) sowie von KORMON- 
DY (1965). Der entscheidende Inhalt unserer Untersuchung liegt in der Ver¬ 
wendung der FlüssigkeitsszintiUationsspektrometrie zur wiederholten Messung 
der empfindlichen Erstlarven im lebenden Zustande. Da diese Methode allge¬ 
meineres Interesse finden dürfte, wird sie hier ausführlich dargestellt. 

METHODE UND VERSUCHSERGEBNISSE 

Es ging uns darum, die Erstlarven über eine Nahrungskette zu markieren, die 
in Figur 1 schematisch dargestellt ist. Als Tracer wurde 32p ai s Phosphat ge¬ 
wählt, da es nicht toxisch ist und sehr rasch in alle Stoffwechselvorgänge bei den 
beteiligten Organismen (Bakterien - Paramaecien - Libellenlarven) eingeht. Die 
Eignung von Paramaecium als Erstlarven-Nahrung für Tetragoneuria cynosura 
war zuvor durch direkte Beobachtung erwiesen worden, die Larven nahmen 



Fig. 1. Nahrungskette zur Markierung der Odonaten-Larven. Schwarze Markierung der 
Kästchen bedeutet radioaktiv, weiss nicht radioaktiv, um so den Weg der Übertragung des 
Tracers zu demonstrieren. 
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grosse Mengen von Paramaecien auf. Paramaecium -Kulturmedium wurde mit 32 p 
(spezifische Aktivität zwischen ca. 0.01-0.05 mCi/ml) versetzt und für 48h be¬ 
lassen. Zweifellos nehmen die Protozoen das Phosphat auch direkt aus der wäss¬ 
rigen Lösung auf, im wesentlichen aber wohl über Nahrung (Bakterien und radio¬ 
phosphatgetränkte Detritus-Partikel). Bevor die markierten Paramaecien den 
Erstlarven angeboten werden konnten, waren sie entsprechend dem Schema in 
Figur 2 vom radioaktiven Medium zu separieren. Die Prozedur wurde viermal 
wiederholt, nach dem letzten Zentrifugieren wurden 5 ml nichtradioaktives 
Medium den Paramaecien zugefügt und diese darin gemessen. Tabelle 1 gibt die 
gemessenen Impulszahlen des ursprünglichen Mediums, der dekantierten Spül¬ 
flüssigkeiten und der Paramaecien selbst an. 

Die Messung von ^^P-Aktivitäten in lebenden Organismen mit dem Flüssig¬ 
keitsszintillationszähler hat zur Voraussetzung, dass auf die üblichen Szintilla¬ 
toren und organischen Lösungsmittel (“Cocktails” im Laborjargon) verzichtet 
wird. Tatsächlich lassen sich gewisse harte j3-Strahler, darunter auch 32p f in 
wässriger Lösung ohne Zugabe von Szintillator messen. Dies beruht auf der 
durch schnelle ß-Partikel in Wasser erzeugten Cerenkov-Strahlung, welche durch 



c 


Fig. 2. (a) 2 ml nichtradioaktives Medium + Paramaecium , für 48h belassen; - (b) radio¬ 
aktives Medium dekantiert, mit 5 ml nichtradioaktivem Medium aufgefüllt; - (c) jeweils 
5 min Zeit für Dispersion. Wellenlinien in der Flüssigkeit (a-b) symbolisieren Radioaktivität, 
gerade Linien zeigen an, dass in nichtradioaktiver Flüssigkeit die markierten Paramaecien 
dispergiert sind. 
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die Photomultiplier eines Flüssigkeitsszintillationsspektrometers erfasst werden 
kann (vgl. CLAUSEN, 1968). Wir benutzten einen PACKARD TRI-CARB, 
Model 3003 und zählten bei einer für Tritium günstigen Einstellung (Tritium- 
Kanal), da dies erfahrungsgemäss für die Cerenkov-Strahlung von 32p die höch¬ 
ste Ausbeute ergibt. Alle Impulswerte müssen als Relativzahlen aufeinander 
bezogen werden, eine Absolutberechnung der Aktivitäten wurde nicht durch- 
geführt. Alle Zählungen wurden in hochwertigen Glasprobeflaschen der Firma 
Packard mit Schraubkappe durchgeführt. Es wurde einheitlich mit 5 ml Volu¬ 
men gearbeitet, auf mögliche Quencheffekte des (gelblich gefärbten) Mediums 
resp. der dispergierten Paramaecien bzw. der Larven selbst wurde geachtet. 

Tab. I zeigt, dass auch nach 4 Spül-Zentrifugierungsprozeduren das Medium 
noch nicht radioaktivitätsfrei ist, das letzte Medium hat noch 10-15% der Aktivi¬ 
tät der Paramaecien, sodass wohl auch das Medium mit Paramaecien, in welches 

Tabelle I 

Impulswerte (cpm = counts per minute) von Paramaecien (nach 24h Kultur in 
radioaktivem Medium) sowie von Spülmedien (vgl. Abb. 2). Sowohl Ausgangsakti¬ 
vität als auch Paramaeciendichte der einzelnen Versuchswiederholungen sind ver¬ 
schieden und nicht standardisiert 


Inhalt der 




cpm 


Probenflasche 

Vers. 1 

Vers. 2 

Vers. 3 

Vers. 4 

5 ml nicht radioakt. Medium 
+ nichtradioakt. Paramaecien 

15 


14 

14 

14 

Erste 5 ml Spülmedium 

- 

449 

450 

10 285 

740 503 

Zweite 5 ml Spülmedium 

- 

52 

587 

3 039 

53 209 

Dritte 5 ml Spülmedium 

- 

18 

908 

- 

38 428 

Letzte 5 ml Spülmedium 

2 208 

25 

776 

- 

38 359 

5 ml nichtradioaktives 

Medium + radioakt. Paramaecien 

10 779 

151 

121 

18 937 

374 734 


schliesslich die Tetragoneuria cynosura -Larve übertragen wird (Fig. 3), nicht 
völlig aktivitätsfrei sein dürfte. Dies ist u.a. auch infolge des ständigen Metabolis¬ 
mus der Protozoen selbst nicht zu erwarten. Es kann daher nicht ausgeschlossen 
werden, dass die Erstlarven auch durch ihre Oberfläche 32 P aufnehmen. Dass 
dies aber vergleichsweise gering ist, zeigten Versuche, in denen Larven in ^^P-hal- 
tigem Wasser (ca 0.01 mCi/ml) schlüpften und dort frischgeschlüpft noch Für 
24h belassen wurden. Nach zweimaligem “Waschen” in jeweils 20 ml Leitungs¬ 
wasser erbrachten sie nur ca. 50 cpm über Nulleffekt. 

Die Erstlarven wurden bei 25-27°C in flache Uhrgläser mit 5 ml Medium, das 
radioaktive Paramaecien enthielt, übertragen. Nach unterschiedlich langer Nah¬ 
rungsaufnahme wurden sie aus der Kultur entnommen, in 20 ml Leitungswasser 
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Fig. 3. (a) radioaktive Paramaecien von letzter Prozedur in Figur 2; - (b) Erstlarve von T. 
cynosura in Uhrglas mit radioaktiven Paramaecien, zur Nahrungsaufnahme belassen Für 
unterschiedlich lange Zeit; danach in Zählglas; - (c) Larve nach Zählung erneut in 5 ml 
Flüssigkeit mit nichtradioaktiven Paramaecien; - (d) Vorgang (c) wiederholt nach bestimm¬ 
ten Zeitabständen. 


gewaschen und zur Zählung in eine Probenflasche mit 5 ml Leitungswasser über¬ 
tragen (Tab. II). 

Die Werte zeigen, dass die Larven in recht kurzer Zeit radioaktiv werden und 
dass ihre Aktivität mit ansteigender Fütterungszeit zunimmt. Allerdings bestehen 
Unterschiede auch bei gleicher Fütterungszeit (vgl. Lj No. 1 u. No. 2). 

Um zu demonstrieren, dass die Methode auch geeignet ist, selbst bei nur 
geringer Markierung durch wiederholte Messung ein- und desselben Tieres den 
Aktivitätsverlust und damit die Exkretion zu verfolgen, wurden entsprechende 
Versuche durchgeführt. Hierbei wurden die Tiere alle 6h gezählt und jeweils 
zwischen den Zählungen in Uhrgläser mit Kulturen nicht radioaktiver Paramae¬ 
cien übertragen (vgl. Fig. 3c). In einem Versuch, bei dem die Ausgangsaktivität 
des Tieres 209 ± 14 cpm über Nulleffekt betrug, wurde der Abfall der Impuls¬ 
zahl bis zu 64h verfolgt, die effektive Halbwertszeit (T e ff) graphisch ermittelt 
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Tabelle II 


Impulswerte einiger Erstlarven nach unterschiedlich langer Nahrungsaufnahme an 
radioaktiven Paramaecien 


Dauer der Nahrungs* cpm bei Messung in 

aufn. an radioakt. 

Paramaecien Leitungswasser Kulturmedium 


Nichtradioakt. 

L 1 

- 

36 

20 

Lj No. 1 

lh 

705 

395 

Lj No. 2 

lh 

279 

106 

L x No. 3 

7.5 h 

1 136 

621 


und daraus die biologische Halbwertszeit (vgl. KLOFT, 1962) errechnet. Der 
Aktivitätsverlust war in den ersten 18h ziemlich gross (Tßj 0 jj *= 15,7h) und 

nahm in der daran anschliessenden zweiten Phase (18-64h) einen Wert von 
Tßiolii = 51.0h an. Dieser zweiphasische Verlauf ist recht charakteristisch und 
konnte auch bei anderen Insekten, z.B. Aphiden beobachtet werden (KLOFT & 
EHRHARDT, 1962). Phase I dürfte vorwiegend einer Abgabe von Radiophos¬ 
phat mit Darminhalt entsprechen, während die langsamere Phase II auf einer 
Exkretion des Phosphats via Malpighi - Gefässe (und natürlich dann Darm), 
durch Integument und Speicheldrüsen beruhen dürfte. 

DISKUSSION 

Das wesentliche Anliegen der vorliegenden Arbeit ist die Ausnutzung des 
Cerenkov-Effektes zur Messung lebender phosphatmarkierter aquatischer Orga¬ 
nismen mit dem Flüssigkeitsszintillations-Zähler. Dabei gibt es durchaus eine 
Reihe von Fehlermöglichkeiten: Die Kontamination von Zählflaschen und 
Materialien lässt sich durch sorgfältiges Arbeiten und durch ständig wiederholte 
Dekontamination von Gerät und Instrumenten (inaktives Na 2 HP 04 in wässriger 
Lösung + Detergens) weitgehend vermeiden. Lichteffekte stören zwar nicht so 
stark wie bei Verwendung von Scintillatoren, aber dennoch wurden alle Proben 
bei geringer Lichtintensität vorbereitet und mindestens für 5 min in der völligen 
Dunkelheit der Zählerkühltruhe belassen, ehe die Zählungen begannen. Eine 
weitere Fehlerquelle, die Selbstabsorption - unterschiedlich im Ausmass je nach 
Konzentration des Tracers im Darmsystem oder nach Verteilung im Gesamt¬ 
organismus — dürfte nach unseren Erfahrungen bei derart kleinen Insekten prak¬ 
tisch zu vernachlässigen sein (KLOFT, 1962). Allerdings könnte ein durch die 
Larven selbst verursachter Quench-Effekt von Fall zu Fall geringfügig varüeren. 


238 



Dass der Quench-Effekt der Flüssigkeit selbst enorm sein kann, zeigt Tabelle II, 
in welcher das gelbliche Kulturmedium infolge eines Farbquenches um rund 50% 
verminderte Zählwerte erbringt. Ein weiteres Problem bringt die Frage, inwie¬ 
weit die Geometrie der Zählanwendung durch Bewegungen der Larven während 
der Zählung in von Fall zu Fall verschiedenem Masse beeinflusst wird. Nachdem 
die Probenflasche mit der Larve während des Zählvorganges unsichtbar ist, 
wurden zur Abschätzung eventueller Schwankungen durch “Repeat-stellung” des 
TRI-CARB jeweils 5 Einminuten-Zählungen hintereinander durchgeführt, ohne 
zwischenzeitlich die Gefässe zu bewegen. Tabelle III bringt solche Werte für 
radioaktive Paramaecien in nicht radioaktivem Wasser, für eine tote sowie eine 
lebende markierte Erstlarve von T. cynosura. Die Bewegungen schwimmender, 

Tabelle III 

Ergebnis 5 unmittelbar aufeinanderfolgender Einminuten-Zählungen zur 
Erfassung statistischer Schwankungen, insbesondere durch Bewegung der 
lebenden Tiere. Angegeben sind cpm ± Schwankung dieses Wertes durch 
die Statistik des radioaktiven Zerfalls selbst 


Kultur radioakt. 
Paramaecien in 

5 ml Leitungswasser 

tote radioakt. Lj 
von T. cynosura in 

5 ml Leitungswasser 

lebende radioakt. L| 
von T. cynosura in 

5 ml Leitungswasser 

cpm 

cpm 

cpm 

373 746 ±604 

2 255 ±48 

6 318 ±80 

375 336 ±613 

2 242 ±47 

6 338 ±80 

375 991 ±615 

2 290 ±48 

6 205 ±79 

375 081 ±612 

2 290 ±48 

6 267 ±79 

375 806 ±614 

2 286 ±48 

6 368 ±81 


ohnehin recht gleichmässig verteilter Protozoen dürften erwartungsgemäss die 
Statistik der Zählungen wenig beeinflussen. Betrachtet man aber die Werte der 
toten sowie vor allem der lebenden Erstlarve unter Berücksichtigung der Statis¬ 
tik, die durch den radioaktiven Zerfall selbst bedingt ist, dann können alle 
Zahlen als praktisch gleich angesehen werden, d.h. die Larve blieb entweder 
ruhig oder die Bewegungen haben keinen Einfluss - diese Frage ist noch unent¬ 
schieden. Weitergehende, längerfristige sowie in grösserer Zahl durchgeführte 
Versuche sind daher erforderlich. Jedoch dürfte diese vorläufige Untersuchung 
zeigen, dass die hier eingeführten Methoden zur Messung der Radioaktivität 
lebender aquatischer Organismen sowie zur Erfassung von Nahrungsaufnahme 
und Ausscheidung bei Odonatenlarven geeignet ist. 
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